BUNDEsftpUBUK DEUT^LANd" 32 



PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH RULE 17.1(a) OR (b) 




REC'D t 8 JAN 2000 
WIFO PCT 



Bescheinigung 



Das Institut fur Pflanzengenetik und Kulturpflanzenforschung in Gatersleben/ 
Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

„Neue Expressionskassette zur Expression von beliebigen 
Genen in Pflanzensamen" 



am 4. November 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt 



eingereicht. 



Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
A 01 H und C 12 N der International Patentklassifikation erhalten. 




/ \ 

\\s\. , J ' \ - l 

■\ V:. \ I - V 'V ^ / '/ 




Aktenzeichen: 198 52 195.2 



A 9161 

06.90 
11/98 

Cf3v(COV.L) 



Miinchen, den 13. Dezember 1999 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Dfer President 

/ /m Auftrag 




Agurks 



Zusammenf assung 



Die vorliegende Erfindung betrifft eine Expressionskassette zur 
Expression von beliebigen Genen in Pf lanzensamen und die die 
Expressionskassette enthaltenden Plasmide. Die Erfindung 
schlieBt die Herstellung transgener Pf lanzenzellen, die diese 
Expressionskassette enthalten, sowie die Verwendung der Plasmide 
in dieser Expressionskassette zur Herstellung von transgenen 
Pflanzen mit ein. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die 
Biotechnologie, die Pharmazie und die Pf lanzenproduktion. 

Die Erfindung hat das Ziel, die samenspezif ische Expression in 
transgenen Pflanzen auf eine fur eine Stof fproduktion geeignete 
iasis zu stellen. Ihr liegt die Aufgabe zugrunde, eine 
bressionskassette zu konstruieren, mit der eine stabile 
Session mit hoher Express ionsr ate von Genen der 
herzustellenden Stoffe in Pf lanzensamen erreicht werden kann. 

Die erfindungsgemaBe Expressionskassette enthalt folgende 
wesentlichen Bestandteile: 

■ den Promoter des Gens des Saccharosebindeprotein (SBP)- 
ahnlichen Samenproteins 

■ die DNA-Sequenz des SBP-Signalpeptids 

■ ein zu exprimierendes Gen 

■ 3 '-Terminationssequenzen 
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Neue Expressionskassette zur Expression von beliebigen Genen in 
Pf lanzensamen 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft eine Expressionskassette zur 
Expression von beliebigen Genen in Pf lanzensamen und die die 
Expressionskassette enthaltenden Plasmide. Die Erfindung 
ihlieBt die Herstellung transgener Pf lanzenzellen, die diese 
ressionskassette enthalten, sowie die Verwendung der Plasmide 
In dieser Expressionskassette zur Herstellung von transgenen 
Pflanzen mit ein. Anwendungsgebiete der Erfindung sind die 
Biotechnologie, die Pharmazie und die Pf lanzenproduktion. 



^ Pha 



Seit langem gibt es Methoden, die es ermoglichen, relevante Gene 
in das Genom hoherer Pflanzen einzuschleusen. Ziel dieser 
Arbeiten ist die Herstellung von Pflanzen mit neuen 
Eigenschaften, zum Beispiel zur Steigerung der 

landwirtschaftlichen Produktion, der Optimierung der 
Lebensmittelherstellung und der Produktion bestimmter 
Pharmazeutika und anderer interessanter Inhaltsstof fe. Eine 
aussetzung fur die Expression der Ubertragenen Gene ist 
»ei, daB sie iiber pf lanzenspezif ische Promotorsequenzen 
verfugen. So werden dazu bereits sogenannte konstitutive 
Promotoren wie der Promotor des Nopal insynthase - Gens /!/ , der 
TR - Doppelpromotor /2/ oder der Promotor des 35S - Transkriptes 
des Blumenkohl - Mosaikvirus /3/ verwendet. Ein Nachteil dieser 
Promotoren ist e S/ daB sie in fast alien Geweben der 
manipulierten Pflanzen aktiv sind. Dadurch ist eine 
kontrollierte und gezielte Expression der Fremdgene in den 
Pflanzen nicht moglich. Es ist besser, Promotoren zu benutzen, 
die gewebespezifisch und entwicklungsabhangig f unktionieren . So 
wurden Gene mit den dazu gehdrigen Promotoren isoliert, die nur 
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in Antheren, Ovarien, Bluten, Blattern, Laubblattern, Stengeln, 
Wurzeln oder Samen aktiv sind /4/. Sie unterscheiden sich aber 
sehr in der Starke und Spezifitat der Expression und sind nur 
begrenzt einsetzbar. Fur die Nutzung der Samen als 
Ernahrungsquelle und zur Produktion von Inhaltsstof fen sind vor 
allem die samenspezif ischen Promotoren von groBem Interesse. 
Durch die langjahrige Erforschung der Gene der 
Samenspeicherproteine stehen schon einige mehr oder weniger 
spezifische und in der Starke unterschiedliche Promotoren, wie 
beispielsweise des Phaseolins /5/ oder des Legumins und USP /6/ 
zur Verfugung. Da diese Speicherproteine von Genfamilien 
synthetisiert werden, stehen Fusionen solcher Promotoren mit 
Fremdgenen in Konkurrenz zu den endogenen zahlreichen Genen der 
tsprechenden Genf amilie . Deshalb ist es giinstiger, Promotoren 
n unikalen, stark und spezifisch exprimierenden Genen zu 
benutzen. Fur Ko - und Mehrf achtransf ormationen ist die 
Verwendung verschiedener regulator ischer Sequenzen angebracht, 
urn die zeitliche Entwickung des Samens besser aus zu nutzen, 
parallel gleiche oder verschiedene Genprodukte zu synthetisieren 
und um Kosuppression zu vermeiden. 

Obwohl also bereits mehrere Express ionskassetten zur Expression 
beliebiger Gene in Pf lanzensamen bekannt sind, waren dxe 
erreichten Express ionsraten in Pf lanzensamen bisher noch nicht 
optimal, um darauf eine pf lanzenbiotechnologische Produktion der 
a _q ewunschten Stoffe zu begriinden. 

^Bie Erfindung hat daher das Ziel, die samenspezif ische 
Expression in transgenen Pflanzen auf eine fur exne 
Stoff produktion geeignete Basis zu stellen. Ihr Hegt die 
Aufgabe zugrunde, eine Express ionskassette zu konstruieren , mxt 
der eine stabile Expression mit hoher Express ionsrate von Genen 
der herzustellenden Stoffe in Pf lanzensamen erreicht werden 

kann . 

Die Zielstellung der Erfindung wird mit der in Anspruch 1 
beschriebenen Express ionskassette erreicht, die Unteranspriiche 

2-7 sind Vorzugsvarianten- 




Die erf indungsgemaBe Expressionskassette enthalt folgende 
wesentlichen Bestandteile: 

■ den Promotor des Gens des Saccharosebindeprotein (SBP)- 
ahnlichen Samenproteins 

■ die DNA-Sequenz des SBP-Signalpeptids 

■ ein zu exprimierendes Gen 

■ 3 -Terminationssequenzen 

Die Erfindung bezieht sich vor allem auf eine unikal im Genom 
vorkommende regulatorische DNA - Sequenz , die eine starke 
Expression eines beliebigen heterologen Gens im wesentlichen in 
den Keimblattern und im Endosperm von Samen ehtwicklungsabhangig 
ermittelt . 

er wichtigste Bestandteil der Kassette ist der SBP-Promotor , 
dessen Sequenz in der Abb. 1 dargestellt ist. 

Dieser Promotor hat gegenuber analogen Promotoren auf diesem 
Gebiet den Vorteil groBer Starke und Samenspezif itat. 

Die Expressionskassette enthalt neben den transkriptionell 
regulatorischen Sequenzen auch ein Signalpeptid, welches den 
Transport des gewunschten Genproduktes in die Proteinkorper 
ermoglicht und so einen Abbau der Genprodukte weitgehend 
verhindert. Die wahlweise Nutzung des authentischen 
Signalpeptids ermoglicht den Transport des synthetisierten 
Fremdproteins zu und die Lagerung in den Proteinbodies . 

ie zu exprimierenden Gene konnen entweder als Transkriptions- 
oder als Translationsfusionen integriert sein, sie konnen 
weitgehend variiert werden, beispielsweise konnen Gene fur die 
Produktion von Enzymen (z.B. Amylase, Xylanase) , 
pharmazeutischer Produkte oder fur die Uberexpression von 
Proteinen mit einem hohen Anteil essentieller Aminosauren (z.B. 
methioninreiches 2S Globulin der BrasilnuB) oder anderer die 
Eigenschaften der Samen beeinf lussender Proteine eingesetzt 
werden. Weitere Moglichkeiten liegen in der Reduzierung oder im 
Ausschalten von Genprodukten durch die Integration von Genen in 
antisense Orientierung. Durch den Einbau regulatorischer Gene 
unter Kontrolle dieses samenspezif ischen Promotors konnen auch 
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Stoffwechselprozesse im Saiaen beeinfluBt werden. Die Kassette 
kann ebenfalls benutzt werden, um das dem Promoter eigene SEP 
Gen aus der Ackerbohne in anderen Spezies zu exprimieren. Die 
Nutzung anderer Terminatoren , so zum Beispiel die 
Terminationssequenz des zu exprimierenden Gens, ist eine weitere 
Moglichkeit, um die Kassette optimal einzusetzen. Als konkretes 
Beispiel wurde das Gen der B-Glucuronidase (GUS) genutzt, um die 
Spezifitat des Promotors zu zeigen (Abb. 2b, c). 

Die Nukleotidsequenz der Express ionskassette enthalt 
transkriptional regulatorische Bereiche, die eine starke 
spezifische Expression eines beliebigen Gens in den Samen von 
Pflanzen gewahrleistet . Der Northern (Abb. 2a) zeigt die hone 
Lmenspezifische Expression in den verschiedenen Geweben von 
Vicia faba. Die GUS-Daten in den Abb. 2b und 2c zeigen zum einen 
in den Schnitten durch reifen Tabaksamen die Verteilung der B- 
Glucuronidase und zum anderen die entwicklungsabhangige 
Akkumulation der B-Glucuronidase in den transgenen Tabaksamen. 
Unter Schutz gestellt werden auch die Plasmide, welche die 
Expressionskassette enthalten, bevorzugt die Plasmide pSBPROCS 
und pPTVSBPRGUS. 

Zum Umfang der Erfindung gehort auch die Verwendung der 
Expressionskassette gemaB Anspruchen 12-16, die durch 
Transformation in Bakterienstamme und anschlieBendem Transfer 
.der entstandenen rekombinanten Klone in vorzugsweise dicotyle 
tflanzen erfolgt. Die das gewunschte Genprodukt im Samen 
exprimierender Pflanzen werden selektiert und als genetisch 
stabile Linien geziichtet. Nach der Ernte werden dann die 
gewiinschten Genprodukte aus den transgenen Samen in an sich 
bekannter Weise extrahiert. 

Diese Erfindung ist auch interessant fur Anwendungen, wo das 
gewunschte Genprodukt unter der Kontrolle verschiedener 
Promotoren exprimiert wird, um die Express ionsraten in der Summe 
zu erhohen, um den Entwicklungszeitraum der Samen besser zu 
nutzen und um Effekte durch Kosuppression zu vermeiden. Fur Ro- 
und Mehrfachtransformationen mit dem Ziel, verschiedene 
Genprodukte zu exprimieren, ist diese Expressionskassette 




ebenfalls geeignet. Fur diese Strategien bendtigt man eine 

Vielzahl neuartiger Expressionskassetten, um die richtigen 
auswahlen zu konnen. 

Das gesamte Verfahren zur Veranderung einer Pf lanzenzelle wird 
an einem Beispiel (pSBPOCS S.6) dargestellt. 



Die Erfindung soil nachfolgend durch Ausfuhrungsbeispiele naher 
erlautert werden. 

Methoden 

. Klonierungsverfahren 
Zur Klonierung wurden die Vektoren pUCl8 /7/, pBK-CMV 
(Stratagene) und pOCSl (Plant Genetic Systems, Gent, Belgien). 
Fiir die Pf lanzentransf ormation wurden die Vektoren BIN19 /8/, 
sowie nach Deletion des GUS Gens pGPTV-BAR /9/, verwendet. 

2. Bakterienstamme 

Far die Transformation in E. coli wurde der Stamm DH5a /io/ 
verwendet. Durch Konjugation wurden die Binarplasmide in den 
Agrobakterienstamm EHA105 /ll/ eingefuhrt. 

3. Pf lanzentransf ormation 
ie Transformation von Nicotiana tabaccum erfolgte durch die 
lattscheibchenmethode /12/ und die Transformation von Vicia 

narbonensis mit Hilfe der von Pickardt 1991 beschriebenen 
Methode /13/ tiber Agrobakterien vermittelten Gentransfer. 

4. Analyse genomischer DNA aus transgenen Pflanzen 

Die genomische DNA der transgenen Tabak und v. narbonensis 
Pflanzen wurde mit Hilfe des DNA - Isolierungskit der Firma 
Macherey & Nagel isoliert. In einem ersten Schritt wurden die 
transgenen Linien uber PCR mit genspezif ischen Primern 
identifiziert. Die Integration der Fremd-DNA wurde mittels 
"Southernblot" - Analysen von 20ug DNA nach geeigneter 
Restriktionsspaltung untersucht. 
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5. p-Glucuronidase - Aktivi tats test (GUS - Assay) 

Das Reportergen 0-Glucuronidase ist ein bakterielles Enzym , das 
sowohl quantitativen /14/ als auch histochemischen 
Aktivitatsbestimmungen zuganglich ist. Gewebeproben wurden xn 
imM X-Gluc, 50mM Na-Phosphat ( P H 7,0) und 0,1% Tween 20 uber 
Nacht bei 37°C inkubiert. Fiir Schnitte wurden die Gewebe 
fixiert, in Paraffin eingebettet und am Mikrotom auf 15 - 30 urn 
Schnittdicke geschnitten. 



Ausfuhr ""qg^ispiel e 



ie Erfindung, die die Herstellung einer neuen samenspezif ischen 
Jxpressionskassette enthalt sowie die sich daraus ableitenden 
Plasmide und transgenen Pflanzen, wird nachstehend - zum Texl an 
Hand von den Abbildungen- an einexa Ausf uhrungsbeispiel 



erlautert. 



1.) Klonierung und Strukturanalyse eines SBP - Samenprotein - 

Gens aus Vicia f aba 
Von der Sequenz eines cDNA Klons, der fur das 

Saccharosebindeprotein aus der Sojabohne kodiert /15/, wurden 
Primer ( 5 ' -GAAGACCCTGAGCTCGTAACTTGCAA-ACAC- -3' und 5'- 
AGTACTCATAGATCTCTGGGTGATGTTGGT— 3 ' ) abgeleitet. Mittels RT - PCR 

In mRNA, isoliert aus unreifen Kotyledonen von V. faba, wurde 
Jann die genspezif ische Sonde amplif iziert , kloniert und 
Sequenziert. Das PGR - Produkt wurde als dem 
Saccharosebindeprotein homologes Genfragment identif iziert und 
diente als Sonde fiir die Isolierung der vollstandigen cDNA aus 
einer Kodyledonen spezifischen X Zap Express cDNA Bank aus V. 
faba L. var. minor. Einer der isolierten Klone (VfSBP20), der 
auf Nukleotidebene eine Homologie von 68% hat, kodiert fur das 
vollstandige SBP homologe Gen aus der Ackerbohne . Es 
unterscheidet sich aber sowohl in der Expression (Abb. 2a) als 
auch in der Funktion (keine Saccharosebindung) von dem aus der 
Sojabohne isoliertem Gen. 



2) Isolierung der regulatorischen Sequenzen mittels PCR 
Die regulatorischen Sequenzen wurden mit Hilfe des "Universal 
GenoraeWalker™Kit" der Firma CLONTECH und den genspezif ischen 
Primern PSBP1 , Position 159 ( 5 ' -AATCCTCA- 

CACTTCTCCATGCATATCCGTTTGTCC- 3 ' ) , PSBP2 , Position 118 ( 5 ' - 
GCCCTGCAGAT-CGCATTTGTCTTTGCA-3 ' ) und PSBP3 , Position 85 (5'- 
CTGGGTCCTTTTCTTTTCTGG- C-3 ' ) isoliert. Nach vorheriger Spaltung 
der genomischen DNA von V.faba mit Seal (a) bzw. StuI (b) und 
Ligation der Adaptoren wurde entsprechend der Beschreibung des 
Kits eine Zweischritt - PCR nach folgenden Parametern 
durchgefuhrt: 7 Zyklen a' 94°C, 2s, 72°C, 3 min und 32 Zyklen 
a' 94°C, 2s, 67°C, 3 min und 4min 67°C. Die PCR - Ansatze wurden 
:50 verdiinnt und jeweils ljal in einer zweiten PCR (5 Zyklen a' 
4°C, 2s, 72°C, 3 min und 20 Zyklen a' 94°C, 2s, 67 Q C und 4min 
bei 67°C amplif iziert. Im Agarosegel konnten Banden von l,7kb 
aus (a) und l,9kb aus (b) uber einen Southernblot verifiziert 
werden. Diese Banden wurden dann in den pUC18 kloniert und 
sequenziert. Die Klone SBPR7 und SBPR15 konnten dann durch 
Sequenzvergleich als die zum Gen VfSBP20 zugehorigen Promotoren 
identif iziert werden. Sie stellen allelische Varianten des Gens 
VfSBP20 dar, wobei beide Klone 100% Sequenzidentitat im 
entsprechenden Bereich zum Klon VfSBP20 aufweist. 5'seitig vom 
ATG des SBP Gens sind mit dem Klon SBPR7 1539bp und mit dera 
Klon SBPR15 1750bp isoliert worden. Sie unterscheiden sich durch 
2 3 Basenpaarsubsti tutionen und zwei Insert ionen . Die 
estriktionskarte der Klone pSBPR7 und pSBPR15 sind in Abb. 3, 
ie Sequenz des Klons pSBPR15 ist in Abb. 1 wiedergegeben. 

3a) Nachweis der samenspezif ischen Expression in Tabak 
Mit Hilfe des Reportergens der p-Glucuronidase sollte die 
samenspezif ische Expression der isolierten regulatorischen 
Sequenzen SBPR7 und SBPR15 uberpruft werden. Dazu wurde das 
Binarplasmid pBHOl /14/, welches das promotorlose Glucuronidase 
Gen hinter einem Polylinker enthalt, mit Smal geschnitten und 
dephosphoryliert. Aus den Plasmiden pSBPR7 bzw. pSBPRlS wurden 
mittels einer Sall/Ncol Spaltung die Promotoren isoliert und die 
Enden geglattet. Die Fragmente wurden dann in den Smal - Ort des 
Binarplasmides pBHOl vor das Reportergen kloniert, wobei die 
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Plasmide pBISBPR7GUS und pBISBPR15GUS entstanden sind. Diese 
Plasmide wurden dann in den Agrobakterienstamm EHA105 
transferiert und die chimaren SBP-Promotor /Glucuronidase Gen 
enthaltenen Agrobakterien fur die Transf ormation von Tabak 
eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Figur 2b und 2c abgebildet. 
Die Analyse der transgenen Tabaksamen zeigt eine starke 
Blaufarbung und daiait eine starke Aktivitat der Glucuronidase im 
Endosperm und in den Keimblattern der Tabaksamen auch 
entsprechend der samenentwicklung . In anderen Geweben konnte 
keine Glucuronidaseaktivitat nachgewiesen werden. Auch 
unterschieden sich die beiden leicht verschiedenen 
Nukleotidsequenzen SBPR7 und SBPR15 nicht in ihrem 

Ilxpressionsverhalten. Diese Daten zeigen, daB die isolierten 
jegulatorischen Sequenzen, die mit dem P -Glucuronidase Gen 
fusioniert wurden, eine starke und streng samenspezif ische 
Expression im Tabak vermitteln. 

3b) Nachweis der samenspezif ischen Expression in der Erbse 
Um zu zeigen, daB auch in den Leguminosen mit einer 
samenspezif ischen Expression zu rechnen ist, wurde das Sall/Ncol 
Fragment des Plasmids pSBPR15 in das Sall/Ncol geschnittene 
Plasmid pGUSl (Plant Genetic Systems, Gent) kloniert. Aus dem 
resultierenden Plasmid pSBPGUS wurde mit Sall/Smal die Fusion 
des SBPR15 Promoters/GUS/ocs-Terminator ausgeschnitten , 
geglattet und in das Binarplasmid pPTV-Bar, Smal geschnitten, 
igiert (Abb. 4) . pPTV-Bar /9/ ist ein Phosphinithricin- 
Jesistenz vermittelndes Binarplasmid, welches erfolgreich fiir 
die Transformation von Erbseh eingesetzt wird. Dieses Plasmid 
wurde pPTVSBPRGUS (Abb. 4) genannt. 

4.) Herstellung der Expressionskassette zur Uberexpression von 
heterologen Genen in Samen 

Um die regulatorischen Sequenzen fur die Uberexpression von 
Fremdgenen verfiigbar zu machen, wurde das Sail Fragment des 
langeren Klons SBPR15 isoliert und geglattet und in den Smal Ort 
des Plasmides pOCSl (Plant Genetic Systems, Gent, Belgien) 
kloniert. Diese Kassette enthalt somit die Promotorregion , die 
vollstandige 5' untranslatierte Region, das vollstandige 



Signalpeptid, die ersten funf Triplets des reifen Proteins (Abb. 
1) und den 3' untranslatierten Bereich mit den 
Polyadenylierungssignalen des Octopin Synthase Gens (Fig. 5). Fur 
Transkriptionsfusionen mit Fremdgenen kann der Ncol-Ort, fur 
Translationsfusionen der BamHI-Ort und der Xbal-Ort genutzt 
werden. Nach erfolgter Insertion des Fremdgens wird die den 
Promoter, regulatorische Sequen2en ,das Fremdgen und die 3 # - 
Terminationssequenzen enthaltene Sequenz mit Restriktionsenzymen 
ausgeschnitten und in einen Binarvektor mit der fur die 
Pf lanzentransformation geeigneten Herbizidresistenz kloniert. 
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Patentanspruche 

1. Neue Expressionskassette zur Expression von beliebigen Genen 
in Pf lanzensamen bestehend aus 

■ dem Promotor des Gens des Saccharosebindeprotein (SBP)- 
ahnlichen Samenproteins 

■ der DNA-Sequenz des SBP-Signalpeptids 

■ einem zu exprimierenden Gen 

■ 3 '-Terrainationssequenzen 

2. Expressionkassette nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB sie den SBPR-Promotor mit der Sequenz entsprechend Abb.l. 

nthalt. 

3. Expressionkassette nach Anspruch 1 und 2, dadurch 
gekennzeichnet , daB der mit einer transkriptional 
regulator ischen Sequenz fur eine starke samenspezif ische 
Genexpression versehenen DNA - Region eine weitere DNA Sequenz 
nachgeschaltet ist, die die Information fur die Bildung und 
mengenmaSige Verteilung endogener Produkte oder die Expression 
heterologer Produkte in Kulturpf lanzen enthalt. 

4 • Expressionkassette nach Anspruch 1 bis 3 , dadurch 
gekennzeichnet, daB beliebige Fremdgene entweder als 
Transkriptions- oder als Translationsf usionen integriert sind. 

Expressionkassette nach Anspruch 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Signalpeptid des SBP - Samenprotein - 
Gens als Signalpeptid verwendet wird. 

6. Expressionskassette nach Anspruch 1-5, dadurch 
gekennzeichnet, daB als das zu exprimierende Gen das Gen des 
Saccharosebindeprotein verwandte Gen eingesetzt wird. 

7 • Expressionskassette nach Anspruch 1-6 , dadurch 
gekennzeichnet, daB sie auch fur Ko- und 

Mehrf achtransf ormationen eingesetzt wird. 
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8. Plasmide enthaltend eine Expressionskassette geroaB den 
Anspriichen 1-5. 

9. Plasmid pSBPROCS, bestehend aus einer etwa 5 , 3kb groBen DNA 
Sequenz, in der ein etwa l,9kb groBes Sail - Promoterf ragment 
des regulatorischen Starterbereichs inklusive des Signalpeptides 
und 5 Tripletts des SBP homologen Gens aus Vicia faba, 
Restriktionsorte zum Einklonieren von Fremdgenen und der 
Transkriptionsterininator des Octopinsynthasegens enthalten sind. 
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10. Plasmid pPTVSBPRGUS , bestehend aus einer ca. 14,9kb groBen 
DNA-Sequenz, in der ein etwa lkb groBes Phosphinothricin - 

esistenzgen, ein etwa l,8kb groBes Sall/Ncol-Promoter fragment 
s regulatorischen Starterbereiches des SBP homologen Gens aus 
icia faba, die etwa 2kb groBe kodierende Region der 0 - 
Glucuronidase und der Transcriptionsterminator des 
Octopinsynthasegens enthalten sind. 

11. Verfahren zur Einfuhrung einer Expressionskassette mit einer 
DNA-Sequenz zur starken samenspezif ischen Genexpression in eine 
Pflanzenzelle, das folgende Schritte beinhaltet: 

a) Isolation des Klons VfSBP20, dadurch gekennzeichnet, daB 
das Gen, welches fur das in Pf lanzensamen vorkommende SBP 
- samenprotein kodiert, aus einer cDNA Bank von 
Kotyledonen von Vicia faba selektiert wird, 

b) isolation des Klons pSBPR15, dadurch gekennzeichnet, daB 
die darin enthaltende DNA Sequenz die regulator ische 
Starterregion des SBP - Samenprotein - Gens aus Vicia faba 
enthalt , 

c) Herstellung des Plasmids pSBPOCS unter Verwendung des 
l,9kb groBen Sail Fragments des Plasmid pSBPR15. 

d) Integration von Fremdgenen in die Expressionskassette 
pSBPOCS , 

e) Klonierung der Expressionskassette, die eine DNA-Sequenz 
enthalt zur Uberexpression von Fremdgenen in 
Pf lanzensamen, in Binarvektoren 



f) Transfer der Expressionskassette, die ein Fremdgen unter 
der Kontrolle des SBPR Promoters enthalt, in eine 
Pf lanzenzelle. 

12. Verwendung einer Expressionskassette gemaB den Ansprtichen 1- 
7 zur Expression homologer und heterologer Gene in Samen 
trans formierter Pflanzen. 

13. Verwendung einer Expressionskassette gemaB den Anspruchen 1- 
7 zur Expression von Genen, die die Lagereigenschaf ten oder die 
Keimf ahigkeit von Samen verandern. 

14. Verwendung der Plasmide pBISBPR7, pBISBPR15, pSBPGUS, 
PTVSBPRGUS und pSBPOCS oder Derivate davon zur Transformation 

von Kulturpf lanzen. 

15. Verwendung der Plasmide pBISBPR7, pBISBPR15, pSBPGUS, 
pPTVSBPRGUS und pSBPOCS oder Derivate davon zur Regulation 
endogener Prozesse oder zur Herstellung heterogener Produkte in 
Kulturpf lanzen . 

16. Verwendung einer Expressionskassette gemaB den Anspruchen 1- 
7, dadurch gekennzeichnet , daB die transf ormierten Pflanzen, die 
im Samen veranderte oder neue Genprodukte exprimieren, 
selektiert, genetisch stabile Linien gezuchtet und die 

enprodukte aus den Samen der transgenen Pflanzen extrahiert 
erden. 

17. Pf lanzenzelle, enthaltend ein Plasmid gemaB Anspruch 8 - 10. 

18. Pf lanzenzelle, hergestellt nach dem Verfahren des Anspruchs 
11. 

19 . Pf lanze oder pf lanzlicher Gewebe , regeneriert aus einer 
Pf lanzenzelle gemaB der Anspruche 12 oder 13. 

20. Pf lanze gemaB Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB es 
eine Kulturpf lanze ist. 




2a) Northern V.faba RNA gegen VfSBP20 Sonde, 




2b) Schnitt durch reife transgene (SBPRGUS) Tabaksamen 
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